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　　　In　order　to　investigate　the　efEect　of　insulin　degradation　prodμcts　upon　the　biological．activity　Qf　in－
sulin　against　tissues，　discrepancy　of　insulin　activities　in　serum　between　immunoreactive　insulin（IRI＞
measured　by　radioi．mmunoassay　and　insulin－like　activity（ILA）measured　by　bio1Qgical　methods　was　stud．ied
clinically，　and　the　relation　of　insulin　degradatiQn　product　to　the　discrepancy　between　IRI　and　ILA　was
studied　in　animal　experiment．
　　　The　results　obtaiHed　were　as　follows：
　　　　1．Values　of　ILA　in　sera　measured　by　rat　diaphragm（DILA）and　ILA　in　sera皿easured　by　rat
epididymal　fat　pad（FILAI　were　far　higher　than　the　values　of　IRI　performed　by　parallel　determination
in　the　same　serum　samples．　Values　Qf　DILA　in　sera　of　the　patients　with　diabetes　mellitus　were　lower
than　that　of　healthy．subjects，　in　contrast，　values　of　FILA　in　diabet玉cs　were　higher　than　that　of　healthy
subjects．
　　　　2．Degradation　of　insuliII　by　diaphragm　tissue　or　epididy．mal　fat　tissue　was　investigated　us．ing　1311－
labeled　insulin　and　thin－layer　chromatographic　analysis．　The　ratio　of　insulin　degradation　by　tissue　was
lower　in　the　case　of　insulin　in　serum　than　that　insulin　in　buffer　solution．　The　finding　indicates　that
DILA　in　serum　is　expressed　as　an　approximately　2　fold　concentration，　ahd　FILA　is　expressed　as　an　ap－
prQximately　L6　fQld　cQncentration　by　calculation　using　tbe　insulirl　staRdard　curve　depicted　by　a　system
of　the　bufEer　solution．　This　could　be　one　of　the　causes　of　the　discrepancy　of　insulin　activities　between
IRI　and　ILA　in　serum．
　　　　3．Insulin　degradation　products，　induced　by　muscle　tis．sue，　inhibited　the　insulin　degrading　enzyme
activity　and　also　reduced　to　some　extent　the　biological　effect　of　insulin　on　the　diaphragm．　The　fact
suggests　that　the　degradation　product　may　be　competitive　with　insulin　against　the　receptor　of　muscle
cell　membr．ane．　Insulin　degradatign　prGducts，　on　the　other　hand，　slightly　accelerated　the　biological　e旺ect
of　insulin　on　the　fat　tissue．　This　suggests　that　the　degradation　product　may　not　be　competitive　with
insulin，　but　may　rather　be　antagonistic　with　insulin　with　respect　to　receptor　of　fat　cell　membrane、
　　　　　　　　　　　　　　　　　緒　　　言
　　血清中にはinsulin（lns）そのもの以外に，筋肉組織や
脂肪組織に対してブドウ糖の摂取率を高めたり，糖原や脂
肪の合成を促進したり，解糖によるCO2発生を増進させ
る等，Insの生理作用と類似の作用を表わす活性物質，い
わゆるinsulin－1ike　activity（ILA）の存在が知られて
いる．
　　近年，hsのradioimmunoassayが開発され，血中Ins
濃度が測定されるようになったが，それによって測定され
るimmunoreactive　insulin（IRI）と，従来bioassayで
測定されていたILAとを比較する．と，ILAの値はIRIの
値よりもはるかに高い．しかしILAがなぜ高値を示すか，
さらにILAの本態は何であるかは現在もな．お明ら．．かでな
いし，この差異に関しては，血中Insの．存在様式，　Ins分
解酵素の関与，Insulin　antagonistsの存在等が関連をも
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日号のと推測されている．
　本研究は，ILAの本態究明を目的として臨床的にまず
ILAとIRIの相違を観察し，動物実験によってIns分解
酵素によるInsの分解がILAの表現にどのような影響を
与えるかをみ，さらにIns分解産物が組織に対するIns
作用にどのような影響を及ぼすかについて，ラットの横隔
膜法および副睾丸脂肪組織法（副睾脂法）をモデルとして
検討したものである．
L　臨床実験
A．実験方法
　1．対　　象
　糖尿病患者12例（年齢28歳より69歳までの男子5名，
女子7名），正常対照として健康成人6例（年齢24歳より
77歳までの男子4名，女子2名〉を対象として早朝空腹時
の血清について以下の測定を行った．
　2．糖の測定
　血糖値の測定は。－toluidine棚酸法を用いたが，　ILA測
定にさいしてのブドウ糖測定は91ucose－oxidase法で行
なった．
　3．血中IRIの測定
　二抗体法によるダイナボット社製インスリンキットを用
いた．
　4．ラット横隔膜法によるILA（D工LA）の測定
　Gemmil11）の原法に従い，以下のごとくその一部を修正
して行なった．すなわち，体重80g前後のWistar系雄ラ
ットを用い，16時間絶食せしめた後，断頭により屠殺，2
分以内に横隔膜表面を損傷することなく摘出し，直ちに氷
冷Krebs－Ringer　bicarbonate　buffer（KRbb，　pH　7．5）に
浸漬する．KRbbを3分ごとに3回かえ，正確に10分間
筋組織のsoakingを行うが，この間KRbb内で横隔膜を
左右に二分し，曲鋏を用いて周囲の切口をなめらかにし，
かつ不用の脂肪組織や結合織を除く．以上の操作はラット
2匹を一組として行ない，第1ラットの左横隔膜と第2ラ
ットの右横隔膜を組合わせて一試料のILA測定用に供し，
残りの左右横隔膜をbasal　cQntrolとした．　Soaking後
0．2％ブドウ糖加KRbb　2．O　m6を入れた容器に横隔膜を
移し，これに種々の濃度に作製したブタIns溶液0．1　m4
をstandard　lnsとして添加する．　Basal　controlには
standard　Insの代りにKRbb　O．11n4を追加した．
　血清試料のDILAを測定する場合にはあらかじめ血糖
値を測定し，血清1m4にKRbb　lm4を加えてブドウ糖
最終濃度が0．2％になるようにKRbbに加えるブドウ糖
：量を加減した，
　このようにして作製した横隔膜添加incubation　medi一
umを95％02と5％CO2の混合ガスで飽和した後容器
を密閉し，毎分120回の水平振盈下で37。C，2時間温浴す
る．温浴終了後溶液内のブドウ糖量を測定し，温浴前後の
ブドウ糖濃度差から横隔膜組織へのブドウ糖とり込み量を
算定し，横隔膜重量100mg当りの摂取量として表現した．
各種濃度のstandard　Ins添加時のブドウ糖摂取量と対応
するbasal　controユの摂取量との差より4glucQse　uptake
を求めて標準Ins曲線をえがいた．血清試料についても同
様に」glucose　uptakeを算定し，標準曲線との比較によ
ってDILA（μU／m6）として表現した．
　一試料の」uptakeは3～4回（ラット6～8匹）の測定
値の平均を以て表わした．
　5・ラット副畢脂法によるILA（FILA）の測定
　Martin2）の原法に従ったが，一部を修正して実施した．
すなわち，オリエンタル固型飼料を自由に与えた体重150～
170gのドンリュー系雄ラットを用い，断頭，脱血死せしめ
て開腹し，両側の副睾丸周囲の脂肪組織を摘出する．室温
で直ちにKRbb（pH　7．5）内に30分間浸漬する．この間
KRbbを10分ごとに3回とりかえる．この操作の間に各
副睾脂片の遠位部分から厚さの均一な脂肪組織を切り出
し，40～60mgの組織片とする．これらの方法によると一
匹のラットから4～6個作製し得る．Soaking後0．2％ブ
ドウ糖加KRbb　1．O　m4を入れた容器に副畢起爆1個を移
し，種々の濃度に作製したstandard　Ins　O．1　m4を添加す
る．Basal　contro1としてはInsの代りにKRbb　O．1　m4
を添加した、
　血清試料のFILAを測定する場合には，血清0．5　m4に
KRbb　O．5　m4を加え，この中のブドウ糖最：終濃度が0．2％
になるようにKRbb中のブドウ糖量を加減した．
　Incubation　mediumを入れた容器を95％02，5％CO2
の混合ガスで満たした後，毎分120回の水平振温下で37。C，
4時間温浴した．
　FILAの表現は横隔膜法と同様にまずstandard　Ins添
加試料とそれぞれ対応するbasal　controlの91ucose
uptakeの差からゴuptakeを求め，脂肪組織50　mg当り
の量として算出して各standa■d　Ins濃度に対する標準曲
線 作製し，これから血清のFILA（μU／m4）を求めた．
　一試料の4uptakeは3回の測定値の平均を以て表わ
した．
B．実験成績
　正常対照群および糖尿病群の空腹時血糖（FBS），　IRI，
DILA，　FILAそれぞれをTable　1および2に示した．さ
らに正常対照群と糖尿病群の各測定値の平均を比較して
Fig．1に示した．
　FBSは正常対照群の平均73±7mg／d4に比較して，糖
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oμUlm1｝
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FILA
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Y．S． 71 酬 154．0 54．5 72 i2．1 232 535
S．Y， 63 F 145．0 35．0 70 20．5 376 679
K．H． 77 M 152．5 49．5 図 125 235 540
丁．K． 72 F 144．O 55．0 76 19．0 298 599
M．K． 32 M 168．0 62．5 図 19．3 3｝4 618
M．N． 24 M 16LO 53．5 74 B．8 261 563
Mean 73 16．2 286 589
± ± ± ± ±
S．D． 7 3．8 55 55
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H．丁， 60 F 138．5 38．0 250 4．4 201 697
N．T． 58 F 145．5 475 ユ82 12．1 533 1025
s．H． 28 F 1ω．0 44．0 240 5．0 142 599
丁，H． 67 M 162．0 64．O 314 4．2 王12 608
F．H． 60 F 155．0 67．0 206 10．1 翅 938
K5． 41 F 148．0 54．0 262 9．8 299 919
U．F． 56 F 145．5 43．0 148 5．5 184 778
T．K． 69 M 155．0 58．0 124 工3．0 652 1502
Y．1， 52 蘭 166．0 8α5 132 10．3 362 932
丁．H． 52 F 159．0 59．0 106 5．6 185 762
N．M． 42 m 163．0 76．0 9D 2．9 84 542
M．A． 67 M 159．0 アLO 98 4．ア 130 597
Mean 179 7．3 269 825
± ± ± ± ±
S．D． 74 3．5 177 267
尿病群では179土74mg／d4と有意の高値（Pく0．001）を呈
している．IRIは正常対照群平均16．2±3．8μUIIn6に対
し，糖尿病群は7．3±3．5μU／rn4と有意の低下（P〈0．001＞
を示した．
　次にDILAは，正常対照群の平均は286±55μU／m4，
糖尿病群は269±177μU／m4で，わずかに糖尿病群が低値
を示したが，有意差は認められなかった．しかしFILAは
正常対照群の平均589±55μU／エn4に比較して，糖尿病群は
825±267／‘U／m4と有意の高値（P＜0．02）を示した．
　ここで同一群におけるIRIとDILAおよびFILAの
成績を比較すると，正常対照群，糖尿病群は共に，IRI値
に比較してDILAはその十倍以上，　FILAは数十倍以上
の測定結果を示すことが明らかにされた．
　　FILA
　　　n＝12
　　　825μulml　2冷
　　　き善　§奮　§奮　彗誉
Fまg．1　Comparison　of　IRI，　DILA　and　FILA　in
　　　　sera　of　control　subjects　and　diabetics．
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　以上の臨床実験の成績から知られることは，まず血清の
ILAは横隔膜法にしろ副睾脂法にしろIRIに比較しては
るかに高値を示すことが確認された．またDILAとFILA
とを比較すると，後者は前者よりも高値を示し，さらに糖
尿病群ではDILAは正常対照群よりもわずかに低回を示
すが，FILAは逆に正常対照群より高値を示すという知見
が得られた．
　Steinkeら3）もある種の糖尿病患者血清では，脂肪組織
法によると正常値もしくはこれを上廻るILAが示され，
横隔膜法では正常値よりも低い工LAが得られることを報
告している．
　本研究においてはその点が再確認されたので，さらにそ
の機序を究明すべく，動物について以下の実験を進めた．
II．動物実験
A．実験方法
　1．組織によるIns分解実験
　組織にはWistar系雄ラットの横隔膜（100　mg）および
ドンリュー系雄ラットの副畢脂（50皿g）を用いた．
　横隔膜組織および脂肪組織によるInsの分解実験には
1311標識Ins（Boston　Nuc1．　Co．比放射能：265～292
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mCi／mg）を用いた冨
　DILA，　FILA測定のさいと同様にそれぞれ上記ラット
の横隔膜および副睾脂を摘出し，KRbb内でsoakingし
てその一定量をKRbbと共に容器に移す・これらに1311－
Ins　O．1　m6を添加してIns最終濃度が250μU／m4になる
ようにし，95％02，5％CO2気相条件下，37。Cで，横隔膜
による分解実験では2時間，また副睾脂による分解実験で
は4時間の温浴を行なった．
　1311－lns分解の測定：温浴前および後5分，30分，60分
および120分目に溶液の一部をとり，薄層ge1丘1tration
（TLG）および薄層クロマトグラフ（TLC）の分析に供した・
　薄層クロマトゲル濾過分析（TLG）＝クロマトゲルには
Sephadex　G　50　super丘neを用い，中央が凹面になって
いるガラス板（2．5×25cm）にveronal　bu任er（pH　8．4，μ＝
On5）であらかじめ膨化したSephadex　G　50　super丘ne
gelを0．5　mmの厚さに塗布した．ゲル板は10。の傾斜を
（a｝ SEPHADEX－G50　TLG
つけて湿室内に静置し，上端のveronal　bu任er槽から濾
紙片によって緩衝液を誘導し，一昼夜平衡に保った．翌日
ゲル板の上端に2％牛アルブミンを一滴滴下し，次いで
25gaze針を用いて1311－lns温浴試料を一滴滴下した．試
料の展開距離の判定を容易ならしめるため，目じるしとし
てCytochrom　Cを同時に試料と平行してapplyした・
Cytochro皿Cの赤色スポットが15　cm移動した時点で
TLGの展開を終了させた．
　薄層クロマトグラフ分析（TLC）：Merck社製Kiesel
ge160　F板（5×20　cm）を用いた．すなわちゲル板の一端
に上述の温浴液0．02皿4を2cm幅にapplyし，ブタノー
ルー酢酸一水溶液（4：1：5）の展開液中で上昇法により試
料の展開を行なった．液の移動が原点から10cmに達し
た時点で展開を止めた．
　放射活性の測定：上述のTLGおよびTLC板上の放
射活性の所在を日本無線医理学研クロマトスキャンナー
｛b｝ SILICA－G　TLC
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Fig．2　Degradation　of　1311－1abeled　insulin　by　rat　diaphragm．
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（TRM－IB）を用いて，　scale感度3～10　K，時定数3～10秒
の条件下でスキャンを行った．
　血清中における1311－lnsの分解：1311－lnsの組織による
分解に対する血清の存在の影響を調べるため血清の添加実
験を行った．血清試料としては健常人空腹時血清の中から
IRI（一）の血清をpoo1し，横隔膜による分解実験では
DILA測定のさいと同様にKRbb　1．O　m4に血清1・01n4
を，また副睾脂による場創こはFILA測定のさいと同様
にKRbb　O．5　m4に血清05　m4を加えた．
　Ins分解物の添加実験：1311－Insの組織による分解に対
するIns分解物添加の影響をみるため次の実験を行った．
結晶ブタInsを1，000μU／m6の濃度になるようにKRbb
（ILA　assayに用いる濃度の2倍濃度）に溶解し，これに十
分量の筋組織（ラット横隔膜）を加え，37℃，2時間温浴し
た．温浴後筋組織を除いた上清を100。Cの煮沸湯中で3分
間加熱して酵素を破壊し，その遠沈上清をIns分解物とし
て実験に用いた．この分解物のpHは7．5で分解前の溶液
のpHと変らなかった．分解物の添加実験には横隔膜法も
副畢脂法も共に分解物1m4をKRbb　l　m4で2倍に稀釈
し，Ins　500μU／m4の分解物に相当する溶液を用いた．
　2、DILAおよびFILAの測定
　Ins分解物のDILAおよびFILAに及ぼす影響を検討
するために標準Ins，　Ins分解物および標準Ins＋lns分
解物の3試料についてそれぞれDILA，　FILAを測定した
おユ
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が，方法は臨床的実験でのDILA，　FILA測定法と全く同
様に行い，成績は4glucose　uptakeとして表現した．
B．実験成績
　1．横隔膜による1311－lnsの分解
　Fig．2（a）はラット横隔膜による1311－lnsの時間的分解
経過をSephadex　G　50薄層クロマトゲル濾過法を用いて
示したものである．
　図の上段に示すごとく，横隔膜添加前（温浴0分）では，
Rf　O．75の点に1311－lnsの主峰を示し，それ以外の部位に
はほとんど放射活性の存在をみない．この時の1311－lnsの
占める放射活性率は85．4％であった．
　横隔膜を添加して温浴すると1311－lnsの主峰は次第に分
解されて減少し，代りにRfO，6附近に小峰が現われ，こ
れが時間の経過につれて増加する，120分目では原点附近
の1311－lnsの主峰を凌駕するに至った．すなわち1311－lns
は温浴5分目で75％，30分目で40．9％，60分目13．6％と
減少し，120分目ではわずか8．8％を占めるのみであった．
　Fig．2（b）はSilica　G薄層クロマトグラフによる1311－
hsの分解実験であるが，横隔膜添加前（温浴0分）では，
原点附近のRf　O．04の点に1311－hsの主峰を示し，横隔膜
を添加した後は温浴時間の経過につれて1311－lnsの主峰は
次第に減少し，RfO5附近に主峰が形成される．すなわち
温浴前の1311－Insは全放射活性の96．6％を占めたが，温浴
5分目では89．2％，30分目では79．3％，60分目37．2％と減
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Fig．3　1nfluence　of　addition　of　serum　upon　the　degradation　Qf　1311－labeled
　　　　insulin　by　diaphragm．
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Fig．4　1n且uence　of　addition　of　serum　after　the　degradation　of　1311－labeled
　　　　insulin　by　diaphrag皿upon　thin－1ayer　chromatographic皿igration．
少し，120分目ではわずか16・3％を占めるのみであった．
温浴の経過と共に増加する分解物と思われる放射活性は，
図のごとく大小の2峰を形成した．
　2．DILA測定条件下における1311－lnsの分解
　次に，DILA測定条件下において，1311－lnsが横隔膜に
よってどの程度分解されるか，さらに血清を添加すること
によりそのユ311－lnsの分解率に変化がみられるか否かを検
討した．
　Fig．3中の左くa）は1311－lns濃度250μUIIn4のKRbb
2．o　m4溶液について，また右（b）は1311－lns　250μu／m6を
KRbb　1．O　m4とIRI（一）血清1．0皿4を加えた溶液につ
いての成績を示すが，それぞれに横隔膜100mgを加えて
37。C，120分間温浴後，　Silica　G薄層クロマトグラフによ
り展開したものである．
　図からも明らかなごとく，KRbb中の1311－lnsは筋組織
との温浴120分後には未分解Insは19．7％，分解された
Insは80．3％を示すが，　KRbb一血清混液に添加した1311－
Insは，未分解Insが69％，分解Insは31％を示した．
　次にFig．3中の（a）と同じ試料にKRbb等：量を加えて
2倍に稀釈したものと，IRI（一）血清を温浴後に加えて2
倍に稀釈したものとをSilica　G薄層クロマトグラフによ
り展開して比較を試みた．Fig．4の左（a）はKRbbで稀
釈したscannogram，右（blはこれを血清で稀釈した
scannogramであるが，両者の分解像には全く差異を認め
なかった．すなわち，横隔膜によって分解されたIns分解
物のゲル内の展開そのものは血清の存在によってなんら影
響をうけないといえる．
　次に血清添加の有無による1311－hSの経時的分解曲線を
比較してFig．5に示した．すなわち，実線で示した方は
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血清を添加しない場合の分解曲線で，120分間に分解され
ずに残った1311－lnsの累積残存率（□AOTB／□AOTA’）
は，わずかに42．2％であった．点線で示した方は血清を添
加した場合の分解曲線で，その累積残存率（□AOTB7□
AOTA’）は85．6％であった．
　3．F工LA測定条件下における1311－lnsの分解
　次にFILA測定条件下の血清添加の影響，すなわち1311－
Insの分解率の相違を検討した．
　Fig．6中の左（a）は1311－lns　250μUIIn4のKRbb　1・o
In4溶液，右（b）はKRbb　O．5　m6（2倍濃度）とIRI（一）血
清0．5m4を加えた溶液中に1311－lns　250μU／m4を添加し，
それぞれに副睾脂50mgを加えて37。C，4時間温浴した
後，Silica　G薄層クロマトグラフにより展開したもので
ある．
　図に示すごとく，KRbb中の1311－lnsは温浴4時間で
未分解Insはわずかに27．5％を残すのみであるが，血清を
添加した場合には未分解Insはなお70．4％を占め，横隔
膜法と同様に血清添加によってIns分解は著明に抑制さ
れた．
　血清添加の有無別の脂肪組織による1311－lnsの経時的
分解曲線をFig．7に比較して示した．すなわち，実線は
血清を添加しない場合の分解曲線で，4時間で累積残存率
（□AO’TBI□AOTA’）は56．5％であった．点線は血清を
添加した場合の分解曲線で，累積残存率（□AOTB7□
AOTAノ〉は859％であった．
　4．横隔膜による1311－lnsの分解に対するIns分解物
　　添加の影響
　Ins分解物がIns分解酵素活性を抑制するか否かを，ま
ず横隔膜法により検討した．
　Fig，8中の（a）はKRbb中の1311－lnsを370C，120分
間温浴したものであるが，1311・lns単独では温浴中全く変
化をみない．
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　Fig．8中の（b）は（a）に横隔膜を加えたものである．こ
れまでの成績同様，Insは大部分が分解され，　Rf　O，58附近
に77．8％，RfO．25に33％に分解物の存在を認めた．なお
原点附近にみられる1311－lnsの峰は2分し，10つおよび
8．9％の2峰を形成した．
　Fig．8中の（c）は（a）にIns分解物（最終濃度500μU／
m6）を加えて温浴したものであるが，1311－lns自身のpat－
temにはなんら影響を及ぼさない．
　Fig．8中の（d）は（b）に工郎分解物を加えたものであ
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In且uence　of　addition　of　insulin　degradation　product　upon　the　degradation
of　1311－labeled　insulin　by　diaphragm．
る．図のごとく，Ins分解物添加によって1311－lnsの分解
は明らかに抑制され，RfO．52の峰はわずか27．3％となり，
原点附近のInsは2分置て19．5および48．5％の2峰を形
成した．
　5．副睾脂による1311－lnsの分解に対するIns分解物
　　添加の影響
　次に副畢脂法においてIns分解物がIns分解酵素活性
を抑制するか否かを検討した．
　Fig．9はKRbbに1311－lns（250μU／m4）およびIns分
解物（500μU／m6）を添加し，副睾脂50　mgを加えて37。C，
4時間温浴したものである．
　図に示すごとく，温浴0分では1311－lnsは92％を占め，
1時間目で83．1％，2時間目で76．8％，3時間目715％，4
時間目では65．8％とわずかずつ1311－lnsの分解がみられ
はするが，Ins分解物を添加しない場合の分解像，すなわ
ちFig．6中の（a）に比較すると明らかなように，副睾脂
法においても1311－lnsの分解は工ns分解物の添加により
抑制されることが示された．
　6．Ins分解物のDILAに及ぼす影響
　標準Ins　250μU，500μUに相当するIns分解物，およ
び標準工nsにIns分解物を加えたもの，それぞれについ
てDILAを測定し，　Ins分解物のDILAに及ぼす影響に
ついて検討した．それぞれtriplicateで行ない．その成績
をTable　3に示した．
　Ins分解物500μU／m6の系でのブドウ糖摂取率はそれ
を加えないbasal　contro1よりもかえって低く，491ucose
uptakeは一〇．088±0．225であり，これは標準lns濃度
250μU／m6の系の」glucose　uptake　O．267±0，010と比
較して低値を示した．
　標準Ins　250μU／m6にIns分解物500μU／m6を加え
た系のJglucose　uptakeは0．161±0．025であり，その値
は標準Ins単独の系の」91ucose　uptakeとIns分解物
の4glucose　uptakeとの和を示す．
　7．Ins分解物のFILAに及ぼす影響
　標準Ins　250μU，500μUに相当するIns分解物，標
準Ins＋lns分解物の3系についてFILAを測定し，　Ins
分解物のFILAに及ぼす影響を検討した．それぞれtri－
Plicateで行ない，その成績をTable　4に示した．
　Ins分解物500μU／m4の系のブドウ糖摂取率はDILA
の場合と異なりそれを加えないbasal　contro1よりもわず
かに高く，」glucQse　uptakeは0．011±0．028である，
　標準Ins　250μU／m4にIns分解物500μU／m4を加え
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Table　3乃zガ～卿zc6　qブどη5♂碗ノz　4891u磁彦どoπ
ρπ）4～κ’zψoπDIL且
Gluc。se　Uplake△Uptake【mヴ2mi’100mg　w．wl
ln5ulin｛250μUlmD
aa5alcontrol
0．940士0．003
O，672ま0．Ol2
O．26了土0．010
Degrad．　pr的uct
aasal　control
O．737士0．〔㎜
O．825士0．108
一〇．088士0．225
ms＋Degrad．　pr（蜘ct
aasal　conlroI
LO34土O．〔岡0
O．873士0．064
0，161士0．025
Table　4乃z／7配eπ‘召げガ’～∫配加46grαdα’ガoπ
♪’80ぬo孟砂oπ肌A
Glucose　Uptake△Uptake〔mg’ml’50　mg　w．　wj
msulin｛250μUlmD
aasal　controI
0．733士0，155
O．272±0．120
0，461±0．131
Degrad．　produα
aasalcontro1
0．283±0．〔虐9
O．272±0，120
0．011土0．028
［ns＋Degrad．　produd
aasalcontroI
0．788士0．033
O．272±0．120
O．516士0，037
た系の491ucose　uptakeは0．516±0．037であり，標準
Ins単独の系のゴglucose　uptakeよりも大であった．
総括ならびに考案
　以上はIns分解過程をDILA，　FILAの二法を通して
観察し，臨床的に明らかにされたIRIとの測定結果のへだ
たりについての解明を意図したものであるが，lns分解酵
素そのものの存在は肝臓4）をはじめ腎5），膵6），筋7），脂肪
組織8）など多くの組織中にこれを認めることがすでに報告
されている．このうち91utathiQne－protein　disulphido
oxidoreductase（EC　1．8．4．2）はinsulinaseとも呼ばれ，
Insの特異的分解酵素として知られているが，　insulinase
のほかにもいくつかのInsを分解する酵素の存在が記載
されている．しかしinsulinaseをはじめこれらの分解酵
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素の生理学的ないしは病態生理学的意義は未だ十分には解
明されていない．
　いずれにしても，横隔膜や脂肪組織にIns分解酵素が存
在する以上，それらの組織を用いてILAを測定するさい，
標準Insとして添加したInsが分解を受け，それによって
ILAの表現がなんらかの影響を受けると推測されるにも
かかわらず，従来この点は全く注目されていなかった．
　これまでは，Insの分解を検討する場合には，標識Ins
の分解産物に三塩化酢酸を加えてその沈澱と上清との放射
能を計測することにより，分解：量の測定が行なわれてきた．
しかしこの方法では，分解によって生じたB鎖や分解産物
の一部が共存タンパクと共沈するため，分解の程度が低め
に示される傾向にあることが報告9）されている．
　これらの点に鑑みてまず基礎的実験において，濾紙電気
泳動分画法やクロマトカラム展開液を種々に比較検討した
結果，ブタノールー酢酸一水を展開液としてKiesel　GeI
薄層クロマトグラフ法によってInsとIns分解物とを分
離し，クロマトスキャンナーによって分解率を求める方法
が最も安定した成績を示すことを見出した．つまり本法は
Ins分解物を量的のみならず，質的にも求め得る点で従来
の方法より優れていると考えられる．
　すなわち，1311－lnsに筋あるいは脂肪組織を加えて温浴
してKiesel　Gel　TLC分析を行なうと，温浴時間の経過
に平行して1311－lns以外の部分に放射活性が増大していく
ことを認める．この放射活性が1311－lnsの分解物であるか
否かを検討するために，分子量の大きさにほぼ比例して易
動ずるSephadex　ge1を媒体として薄層クロマトゲル濾過
法を行なったが，温浴時間の経過とともに易動度の小さい
分画に放射活性が増大していく．換言すれば分子量の小さ
い分画が増加していく事実を認めることができた．この事
実から，この物質はInsの分解産物であることは推測に難
くないし，したがってKlesel　Gel　TLC法の上でRfの
大きい部分に増加していく放射性物質は，1311－lnsの分解
産物であるということができる．
　この方法によって筋組織あるいは脂肪組織によるIns
の分解過程をみると，短時間の間にInsはかなり強力に分
解されることが示された．
　ILAの測定を行なうさいには，種々の濃度のInsを添
加して横隔膜や脂肪組織に対するブドウ糖摂取能を求め，
それらInsの標準曲線を作製して未知血清試料のILAを
Ins量に換算して表現するが，このさいInsは，前述のご
とくこれらの組織によって分解をうける．すなわち，標識
Insの経時的分解曲線をえがいて，横隔膜法では120分間
に，副睾脂法では4時間に，それぞれ分解されずに残った
Ins量を累積残存率として計測すると，横隔膜法ではわず
か42．2％，副睾脂法では56．5％であった．すなわち，250μU
のInsを用いてブドウ糖摂取量を測定したとしても，実際
には横隔膜法では2時間内に105．5μUIIn4，副睾脂法では
4時間内に141．3μU／m4のlns力価しか発揮されていな
いことになる．
　一方，Ins　250μUを血清に加えてその分解を比較する
と，横隔膜法での累積残存率は85．6％であり，副畢脂法で
のそれは85．9％であった．なおこのさい図にも示したごと
く（Fig．4），　Ins分解物と血清とを混じてもIns分解物の
Rfには変化を認めないから，　Ins分解物が血清に吸着さ
れて原点附近に止まり，そのためにあたかも分解が抑制さ
れたかの様な結果を示す可能性は否定される．したがって
この成績は，血清中に存在するInsはその分解が抑制され
ることを示しており，この場合のIns力価は横隔膜法では
214μU，副畢漁法では224．8μUを示すことになる．
　すなわち，横隔膜法では250μU／m4の標準Insは2時
間の温浴中に105．5μUに相当するIns作用しか発揮され
ないが，これが血清中に存在する時には214μUとして表
現され，副睾脂法では1413μUが，血清中では224．8μUと
して表現されるということである．云いかえれば，緩衝液
中のInsと血中に存在するInsとの分解率が相違するた
めに，血清のDILAは実際の約2倍に，　FILAは約1．6倍
に大きく表現される結果がもたらされる．これがDILAや
FILAがIRIよりも高値を示す一因となり得るのである．
しかしILAがなぜIRIよりも高値を示すか，この点の
問題を指摘したのは，さきの教室からの報告10）以外には見
あたらない．
　ところでIns抗体陽性血清はIns分解酵素によるIns
分解を抑制するという発表があるが11），本実験に用いた血
清は，それまでIns注射はもちろん，特別の疾病罹患歴
や家族歴上の糖尿病患老の有無についても異常のみられな
い正常健康人の空腹時血清のうちから，IRI（一）の血清を
poolしたものであり，したがってIns抗体の存在はまず
考慮を要さないとみてよかろう．
　しかし，上述のごとく組織によるIns分解の関与がILA
の値を実際よりも大きく見せかけるとは云っても，同一血
清のDILAおよびFILAとIRIを比較した場合には，
DILAはIRIの十倍以上，さらにFILAはIRIの数十
倍の値を示すから，これらの機序のみではILAとIRIと
の相違を説明することはできない．ILAの本態は何であ
るか，その点に関してはこれらの工ns分解機序以外にもな
お今後に課題が残されると云えよう．
　さて，血中Insの減少速度（生物学的半減期）は9～16
分と極めて早く12），また尿中に排泄されるA鎖は血中の
2％に過ぎない13♪，と云われる．さらに糖尿病患者の血漿
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A鎖・B鎖が正常人のそれよりも著しく高いという報告14）
もある．ところで今回の知見からすれば，循環血液中には
A鎖やB鎖あるいはそれ以外の分解物がかなりの量に存
在するものと考えられるから，これらの，云わば内因性Ins
分解物とも云うべきものが，組織のIns分解酵素活性に対
してどのような影響を及ぼすか，その点は興味ある，また
重要な問題である．
　Mirskyら15）の報告では，種々のpeptide　hormone，
protein，　insulinなどの塩酸水解物や，酵素水解物が
insulinase活性を阻害すると述べ，　Campbe11一派16・17）も
Insの塩酸水解物がIns分解酵素の阻害作用を示すと報告
している．
　今回はこの塩酸水解によるIns分解よりも，組織を用い
て酵素的にInsを分解した方がより生理的で，生体内に存
在し得る分解物に近いものが得られると考え，横隔膜組織
を用いてIns分解を行った．その上でこのIns分解物を
用いてIns分解酵素に対する影響を検討したところ，横隔
膜法でも，副畢閣法でも，共に1311－lnsの分解は分解産物
の添加によって抑制された．したがってこの点に関する限
りは，Mirskyら15）やCampbe11ら16）の成績と一致する
結果が得られたと云える．
　さらにこれに加えてIns分解物の存在がDILAおよび
FILAにどのような影響を与えるか，その点を検討したと
ころ，表にも（Table　3および4）示したごとく，　DILA
測定にさいしては，Ins分解物それ自体は糖摂取を阻害し，
Insに添加した場合にはInsの糖摂取促進作用を阻害
した．
　一方，FILA測定にさいしては，　Ins分解物は単独で糖
摂取を阻害せず，またInsの糖摂取促進作用に対しても相
加的に働いた．
　以上の実験成績から，Ins分解物は，筋組織においては
Ins分解酵素活性を阻害してIns分解を抑制するが，同時
にInsの生物活性をも抑制すると解釈される．一方，脂肪
組織では分解酵素活性は阻害されるが，Insの生物活性に
ついてはむしろ促進すると解釈される．すなわち，
　Ins分解物は筋組織ではおそらくは細胞膜のinsulin－
receptorに対してInsと競合するためにInsの生物活性
を抑制する，云わば競合的阻害を示すと推測される．Roy
ら18）は，未治療糖尿病患者血清中にはInsの横隔膜面へ
の付着を阻害する阻害因子が存在することを推測している
が，上述のIns分解物にもその様な役割を演ずる可能性が
考えられてもよかろう．
　一方，脂肪組織にみられる成績については，Ins分解物
は脂肪細胞に対してはわずかながら糖摂取促進作用を表わ
し，同時にInsの分解を抑制することによって，　Insの生
物活性を促進するという結果がもたらされる，この様に考
えられる．
　つまり，Ins分解物は脂肪組織に対してはIns様効果を
多少とも表わすが，筋肉組織に対してはむしろ抑制的に作
用するという事実と，先に述べたごとく流血中にはIns分
解産物がかなり大量に存在することが考えられ，しかも糖
尿病態ではそれが増加しているという報告があることを考
え合わせると，今回の臨床的実験でも明らかな様に，FILA
がDILAよりも高値を示す事実や，糖尿病患者の血清
DILAが正常者のそれよりもやや川淀を示す一方，　FILA
は逆に正常者より高値を示す事実は，それぞれに解釈が可
能となる．
　さらに以上の事実は，糖尿病のある病態において，Ins効
果が発現し難い機序の一つにはIns分解産物の様な体液
性因子が関与する可能性が示唆されるし，また糖尿病のさ
いに脂肪組織の糖摂取はむしろ充進し得ること，そのこと
が容易に肥満をもたらす一因になることを考えさせる．
　Meek19）らは，　InsのA鎖は脂肪組織でブドウ糖の代謝
を促進し，またintact　insulinの作用を促進するが，　A鎖，
B鎖共に横隔膜ではブドウ糖のbasal　uptakeを抑えると
報告している．この点は著者らの成績とほぼ一致する，し
かし，A鎖，　B鎖は共に横隔膜でintact　insulinの存在下
においては，ブドウ糖のuptakeのstimulationを阻止し
ないと述べており，またPierluissiら17）もInsの塩酸水
解物は横隔膜でInsの生物活性を保たしめると述べてい
るが，この点は著者らの成績と一致しない．
　この様な相違をきたす理由の一つとして，Pierluissiら17）
の成績との相違について考えると，一つはIns分解物の作
製法によるかもしれない．著者らの用いたIns分解物は
塩酸分解物よりも，より生理的な分解物であると考えられ
るし，また分解物を含む溶液やpH等もILA測定に用い
る緩衝液のそれと同じであるから，わずかなpHや塩濃度
の違いによって微妙な影響をうけ易いILA測定にさいし
ては，著者らの結果の方がPierluissiらユ7）の成績よりもよ
り実際に近いものと考えられる．またMeekら19）の成績
との相違については，その場合にはA鎖，B鎖のみを観察
しているが，著者らの用いたIns分解物にはA鎖，　B鎖
以外の種々の分解産物も含まれている可能性があり，その
点が相違の一因と考えられる．
　以上，Ins分解酵素のIns作用に対する影響を中心に結
果を考察してきたが，考えてみれば多くの組織細胞内に存
在するinsulinaseをはじめとするこれら1聡分解にあず
かる酵素の生理学的意義は何であるか，そのことについて
は現在までのところ十分な説明はされていない．またそれ
らの酵素によって解恥したIns分解産物がIns代謝上ど
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の様な役割を果たすかも未詳と云わざるを得ない．
結 論
　組織におけるIns作用に対してIns分解物がいかなる
影響を及ぼすかについて研究を行ない，IRIとILA測定
値の相違を臨床的に観察し，さらにその相違に対するIns
分解物の関与について基礎的検討を行なって，以下の知見
を得だ
　（1）DILAはIRIの十倍以上，さらにFILAはIRI
の数十倍以上の測定結果を示し，かつ糖尿病患者のD工LA
は正常者のそれよりもむしろ低値を示し，FILAは逆に高
値を．示した．
　（2）1311－lnsと薄層クロマトグラフ分画法を用いて，横
隔膜組織および副睾．丸脂肪組織によるInsの分解を検討
した結果，Insが血清．中に存在する時は緩衝液中に存在す
る時よりも1．ns分解酵素によるその分解率は低い．このた
めに血清中に存在するIns濃度は修飾され，血清のDILA
は実．際の約2倍に，FILAは約1．6倍に表現され，このこと
がILAがIRIよりも高値を示す一因と考えられた．
　（3）Ins分解産物は，筋組織においてはIns分解酵素活
性をある程度阻害してIns分解を抑制するが，同時にIns
の生物活性をも抑制する．これはIns分解産物が筋のin－
sulin　receptorに対してInsと競合するためと考えられ
る．しかし脂肪組織においては，Ins分解産物はその分解
酵素活性をある程度阻害し，結果的にInsの生物活性を
多少促進する．すなわち，Ins分解産物は脂肪細胞のin－
sulin　rec．eptorに対してはIn．s．と競合せず，相加的に働
らくものと考えられる．
　（稿を終えるにあたり，大原弘通助教授の御指導と，石井
禎郎博士（現釧路市立病院内科部長）および鬼原彰講師の
協力に深く謝意を表する）．　　　　　（昭和51・4・28受理）
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